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RESUMO

(Efeito alelopatico e toxicidade frente a Artemia salina Leach dos extratos do fruto de Euterpe edulis Martius). Ale-
lopatia é um processo envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas que influenciam o crescimento
e desenvolvimento de sistemas agricolas. Devido a toxicidade dos herbicidas sintéticos para o meio ambiente e para
a saiide humana tem-se aumentado o interesse na exploragdo da alelopatia como uma alternativa para o controle
de plantas daninhas. O presente trabalho avaliou efeito dos extratos dos frutos de Euterpe edulis Martius sobre o
desenvolvimento de cipselas e plantulas de Lactuca sativa Linné, foram determinados o indice de velocidade de ger-
minagio, o crescimento da radicula e do hipocétilo. Para a avaliagdo da toxicidade dos extratos foi realizado o ensaio
de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach determinando-se a CL, e percentual de mortalidade.
A fragao remanescente demonstrou efeito alelopatico, pois todas as concentragdes alteraram os valores do indice
de velocidade de germinagéo e as concentragoes de 0,2 e 0,4 mg inibiram tanto o crescimento da radicula quanto o
crescimento do hipocétilo. No ensaio de toxicidade todos os extratos apresentaram CL, superior a 1000 ppm e 0%
de mortalidade das artemias, indicando a nio toxicidade dos extratos.
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ABSTRACT

(Allelopathic effects and toxicity against Artemia salina Leach of extracts of the fruit of Euterpe edulis Martius). Al-
lelopathy is a process involving secondary metabolites produced by plants that influence growth and development of
agricultural systems. Because of the toxicity of synthetic herbicides to the environment and human health, there has
been increased interest in exploiting allelopathy as an alternative for weed control. This study evaluated the effect of
extracts of Euterpe edulis Martius fruits on the development of cypselae and seedlings of Lactuca sativa Linné; the
germination speed index, radicle and hypocotyl growth were determined. To evaluate the toxicity of the extracts the
toxicity test against Artemia salina Leach was used, where the LC, and mortality rate were determined. The remaining
fraction showed allelopathic effect, all concentrations altered the values of the index of germination speed and the
concentrations of 0.2 and 0.4 mg inhibited both radicle growth and hypocotyl growth. In the toxicity test all extracts
showed LC_ greater than 1000 ppm and mortality rate of 0%, indicating no toxicity of the extracts.
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aquaticos, incluindo influéncias na sucessdo de plantas e
padrdes de vegetagao, na inibicdo da fixacdo de nitrogénio
e nitrificagdo, na inibi¢ao da germinacédo e decomposigio

Introducao

A alelopatia ¢ definida como qualquer processo envol-

vendo metabdlitos secundérios produzidos por plantas,
microrganismos e fungos que, uma vez liberados no am-
biente, influenciam o crescimento e o desenvolvimento de
sistemas bioldgicos naturais ou implantados, seja de forma
positiva ou negativa (Carmo et al. 2007). A alelopatia pro-
duz efeitos sobre diversidade de ecossistemas terrestres e

1
2

*  Autor para correspondéncia: cristinapeitz@hotmail.com

de sementes (Gorla & Perez 1997). A competicdo gerada
pelo desenvolvimento de plantas daninhas em dreas de
cultivo de culturas comerciais afeta o desenvolvimento
destas, reduzindo a produtividade e a qualidade produto
(Tokura & Nobrega 2006). Além disso, disputam com as
culturas os elementos nutritivos, a 4gua, os raios solares e
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0 espago, em virtude disso as culturas invadidas crescem
mal e por vezes morrem. O uso de herbicidas sintéticos,
embora seja considerado um método de controle eficaz
para um numero consideravel de espécies de plantas da-
ninhas, é questionado quanto ao seu impacto ambiental
(Souza Filho et al. 2006). O uso inadequado de herbicidas
aumenta a resisténcia de plantas daninhas a algumas classes
destes pesticidas. Estudos relacionados a agdo alelopatica
sdo uteis na busca de novas moléculas com agido herbicida
ou reguladora do crescimento, geralmente pertencentes a
classes de metabolitos secundarios, menos prejudiciais ao
ambiente quando comparados aos agroquimicos sintéticos
(Magiero et al. 2009).

Os agrotoxicos ao permanecerem no ambiente ou atingi-
rem o meio aquatico, oferecem riscos para espécies animais
por sua toxicidade, além da possibilidade de acumulag¢éo ao
longo da cadeia alimentar. Assim, na pesquisa sobre novos
herbicidas sdo necessarios estudos de ecotoxicidade. Para
estimar os efeitos deletérios de agrotéxicos sobre o ambiente,
freqiientemente sao utilizados testes de toxicidade aguda. Os
peixes e invertebrados aquaticos sdo sensiveis as variagdes
de parametros ambientais e por isso sdo utilizados como
modelos para testes de poluentes (Barbieri 2004). Dentre
os testes utilizados podemos destacar o ensaio de letalida-
de frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach, que é
utilizado para o tanto para o monitoramento de efluentes,
como para a determinagio da toxicidade aguda.

Ensaios de laboratorio com papel de filtro e caixa Gerbox
sdo utilizados para demonstrar a atividade alelopatica de
extratos e compostos. Uma das espécies mais amplamente
utilizadas nos bioensaios é a alface (Lactuca sativa Linné),
pois as cipselas (frutos) sio pequenas, possuem grande drea
de superficie de contato, fazendo com que sejam bastante
sensiveis ao meio que as rodeia, ndo requerendo nenhuma
manipula¢io, além do contato com o meio (Malheiros &
Peres 2001).

Visto o exposto acima tornam-se necessarios estudos
com extratos de plantas para avaliar o potencial alelopatico
bem como a toxicidade dos mesmos, para a procura de
novos modelos de moléculas herbicidas. Nao sao relatados
estudos alelopdticos sobre os frutos da espécie Euterpe
edulis Martius, palmeira conhecida como palmito doce ou
jugara, de ocorréncia natural na Mata Atlantica (Lima et
al. 2008). Sendo assim presente trabalho objetivou avaliar
o efeito alelopatico dos extratos do fruto E. edulis sobre
cipselas e plantulas de L. sativa e além da toxicidade frente
a nauplios de A. salina.

Material e métodos

Preparo dos extratos

Os frutos foram coletados no municipio de Garuva,
SC. Os mesmos foram imersos em 4 L de dgua destilada e
despolpados. A polpa foi extraida por maceragdo em mistura

6 L de etanol e dgua, por duas semanas. A polpa foi filtrada
e o extrato obtido foi concentrado a um quarto do volume.
Apds o extrato concentrado foi particionado com solventes
de polaridade crescente: hexano, cloroférmio e acetato de
etila conforme a metodologia e em equipamento Soxhlet
modificado de Carvalho et al. (2009), obtendo-se as fragoes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente (fracao
final do extrato apds a partigdo com todos os solventes).

Atividade alelopdtica

Para o teste do crescimento foi utilizado cipselas de L.
sativa (alface), classe fiscalizada, cultivar Baba de Verio,
fornecedor Top Seeds, lote 24716, com 99% de germinagao
detectados por meio de teste padrao de germinagdo. Foram
preparadas solu¢des em concentra¢des decrescentes de 0,8;
0,4; 0,2 e 0,1 mg mL" das fragdes da polpa, utilizando os
solventes, hexano, cloroférmio, acetato de etila e 4gua para
dissolver as solugdes. Um mL de cada uma das solugdes foi
impregnado em folha de papel Whatman ntimero 6, o mate-
rial permaneceu em estufa a uma temperatura de 50 °C por
24 horas. Ap6s a evaporagio dos solventes, os papéis de filtro
correspondentes a cada dilui¢do foram colocados em caixas
gerbox sob fluxo laminar. As caixas gerbox foram previamente
desinfetadas com hipoclorito de sddio. Na seqiiéncia foram
adicionados 6 mL de dgua destilada e distribuidas 20 cipse-
las de L. sativa em cada caixa gerbox. Apos as caixas foram
colocadas em um germinador Mangelsdorf, marca Biomatic,
previamente regulado a uma temperatura de 24 °C. Em para-
lelo houve a germinagao dos controles dos solventes utilizados
e de dgua nas mesmas condi¢des de preparo. Passados sete
dias, foram efetuadas as leitura em papel milimetrado dos
comprimentos da radicula e do hipocétilo.

O mesmo procedimento de preparo, com as mesmas
concentragdes e controles utilizados para o teste de cresci-
mento foi realizado para o teste da germinacéo. Verificou-se
diariamente quantas sementes germinaram na presenga
das fragdes, em comparagdo com os controles no periodo
de cinco dias, uma vez que dentro deste periodo todas as
sementes germinaram. Desta forma, foi possivel avaliar se
a fracdo inibiu ou estimulou a germinagio. Os resultados
foram submetidos a analise de acordo com a germinagio
do grupo controle. Foram consideradas sementes germina-
das aquelas que apresentavam extensao radicular igual ou
superior a 2 mm (Lobo et al. 2008).

O indice de velocidade de germinagéo foi calculado por
meio da seguinte formula IVG = G1/N1 + G2/N2 + G3/N3
+ G4/N4 + G5/N5, onde G1, G2... G5, Gn é o numero de
sementes germinadas e N1, N2.. N5, Nn ¢ o niimero de dias
apos a semeadura (Hoffmann et al. 2007).

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado
com quatro repeticOes. Para analise estatistica, foi utilizado
o programa SISVAR (Ferreira 2000) e a comparagao das
meédias realizada por meio do teste Scott-Knott com 5% de
probabilidade (Centenaro et al. 2009).
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Ensaio de toxicidade frente aos nauplios de Artemia salina

Muitos agrotéxicos além das caracteristicas alelopaticas
apresentam efeitos toxicos para o meio ambiente e para a
saide humana, uma vez que residuos destes permanecem
nos alimentos, podendo causar efeitos adversos ao sistema
nervoso, ter agdo imunodepressora ou ser cancerigeno
(Caldas & Souza 2000). O presente ensaio foi realizado
no sentido de verificar se os extratos testados apresentam
caracteristicas poluidoras do meio ambiente. Uma baixa
toxicidade pode ser considerada uma caracteristica interes-
sante para utilizacdo de extratos vegetais com propriedades
alelopaticas em ambientes naturais para controle de plantas
daninhas. Para a anilise foi utilizada a metodologia de
(Meyer et al.1982) adaptada. Os cistos de A. salina foram
incubados em agua do mar artificial (35 g de sal marinho
dissolvidos em 1 L de dgua destilada) na concentragao de
0,5 mg mL". A cultura foi mantida sob aerac¢io e agitagio
constantes, em uma temperatura entre 26 a 30 °C por 48
horas para a eclosdo dos mesmos. Na primeira hora do
processo foi mantida a iluminagdo de 20 W e o pH no
periodo de 48 horas foi verificado e ajustado ente 8 a 9.
Apds a eclosao dos cistos, 10 larvas de Artemia salina foram
transferidas para tubos contendo agua artificial do mar,
com trés diferentes concentrac¢des das fragdes obtidas do
extrato da polpa do fruto de E. edulis: 10, 100 e 1000 ppm.
Foi utilizado sulfato de quinidina como controle positivo
de toxicidade nas mesmas concentragdes e a agua do mar
artificial como controle negativo.

Os nauplios foram incubados por 24 horas, decorrido
este periodo de contato os sobreviventes foram contados.
Os dados foram analisados pelo método Probits (Finney
1962) e expressos como CL, (concentragio letal média) e
percentual de mortalidade. Sao consideradas toxicas as sus-
tancias quando a CL, foi menor que 1000 ppm. Resultados
com 100% de mortalidade significam elevada toxicidade e
de 0% sem toxicidade.

Resultados

Andlise da atividade alelopdtica

No bioensaio do crescimento as avaliacdes do com-
primento dos hipocotilos e das radiculas das plantulas de
alface submetidas as fragdes obtidas do extrato etandlico
da polpa de E. edulis podem ser observados nas Tab. 1
e Tab. 2, respectivamente. Em ambos as fragdes hexano,
cloroférmio e acetato de etila foram estatisticamente iguais
ao controle dgua, ndo demonstrando assim efeito sobre o
crescimento das plantulas. No entanto a fracdo remanes-
cente demonstrou uma inibi¢do sobre o crescimento da
parte aérea, nas concentragdes de 0,2 e 0,4 mg, indicando o
potencial alelopéatico da mesma. Também foi demonstrado
efeito alelopatico da fragdo remanescente nestas mesmas
concentragdes sobre o crescimento da radicula, como pode
observado na Tab. 2. A Fig. 1 representa o efeito da fracio

Acta bot. bras. 25(2): 331-336. 2011.

40 Mradicula

30 ] Ohipocotilo

Inibigio (%)
B

0,1 0,2 04 08
Concentracio (mg)

Figura 1. Efeito da fragio remanescente do extrato do fruto de E. edulis sobre
a inibigao do crescimento de plantulas de Lactuca sativa.

remanescente sobre o percentual de inibigao do crescimento,
que foi calculado pela comparagdo da média do crescimento
do controle agua e a média da fragdo remanescente. Na
concentragdo de 0,2 mg houve inibi¢do do crescimento do
hipocétilo em 47,29% e na concentragido de 0,4 mg ocorreu
31,75% de inibi¢ao do crescimento. Da mesma forma foi
verificada a inibi¢do sobre o desenvolvimento da radicula,
na concentragio de 0,2 houve inibi¢ao de 46,3% e na con-
centragdo de 0,4 mg 41,76%.

A fragdo remanescente também alterou o indice de
velocidade de germinagao (Tab.3), todas as concentragdes
foram estatisticamente diferentes do controle, contribuin-
do também para o potencial alelopatico desta fragdo. As
outras fragdes demonstraram ser estatisticamente iguais
ao controle.

Andlise toxicolégica

Os resultados do ensaio de toxicidade frente aos
nauplios de A. salina podem ser observados na Tab. 4.
O controle positivo sulfato de quinidina apresentou uma
CL,, de 50,12 ppm. Em relagdo a taxa de mortalidade na
concentragdo de 1000 ppm de sulfato de quinidina, 100%
das artemias morreram, na concentra¢ao de 100 ppm 80%,
e na concentra¢do de 10 ppm a taxa de mortalidade foi
de 0%. Para todas as fragdes obtidas do extrato etandlico
da polpa a CL_ foi superior a 1000 ppm, e em nenhuma
das concentragdes testadas foi verificada a mortalidade
das artemias, ou seja em todas as concentragdes a taxa de
mortalidade foi de 0%.

Discussao

No teste de crescimento nota-se que a fragao remanes-
cente demonstrou inibi¢do tanto sobre o crescimento do
hipocétilo e quanto o da radicula nas concentragdes de 0,2
e 0,4 mg, demonstrando a¢do alelopatica. De forma geral,
as raizes mostram-se mais sensiveis a acdo de substincias
presentes nos extratos quando comparados com as demais
estruturas das plantulas, fato este que pode ser explicado
pelas raizes estarem em contato direto com o aleloquimico
(Borella & Pastorini 2009), porém este fato ndo ocorreu,

333



334

Cristina Peitz de Lima, Miriam Machado Cunico, Roberta Rafaela Trevisan, Andressa Frizzo Philippsen,
Obdulio Gomes Miguel e Marilis Dallarmi Miguel

Tabela 1. Médias do comprimento dos hipocotilos das plantulas de alface, observados nos ensaios submetidos a diferentes concentragdes das fragdes obtidas do

extrato etanolico da polpa de Euterpe edulis

Meédia do comprimento + DP (cm)

Tratamento
FH FC FACOEt FR

0,1 mg 3,70+ 0,42 a 3,41+0,15a 3,890+0,36a 2,99+0.21a
0,2 mg 391+041a 3,19+041a 4,100,252 1,56 £ 0,28 b
0,4 mg 3,81 + 0,20a 3,23+0,38a 3,69+0,33a 2,02+0,22b
0,8 mg 3,97 +0,22a 3,20+ 0,09a 3,78+0,24a 33+0,22a
Controle 3,62+0,27a 2,90+0,20a 328+0,14a 2,96 £ 0,36 a
Solventes 3,76 £0,23a 3,23+ 0,27 a 3,28+0,47a 32+0,23a

Meédias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n=20). FH = fragao hexano;
FC = fragdo cloroférmio, FAcOEt = fracdo acetato de etila; FR = fragao remanescente

Tabela 2. Médias do comprimento das radiculas das plantulas de alface, observados nos ensaios submetidos a diferentes concentragdes das fragdes obtidas do extrato

etanolico da polpa de Euterpe edulis.

Média do comprimento + DP (cm)

Tratamento
FH FC FACOEt FR

0,1 mg 4,24+0,28a 4,03+0,38a 3,89+0,17a 3,73+£0,23a
0,2 mg 4,0+0,32a 4,01 £0,21a 4,48 +0,16a 2,25 +0,68 b
0,4 mg 3,64 £0,46a 399+037a 4,29+041a 2,44+ 0,25b
0,8 mg 3,70+ 0,44 a 3,81+0,27a 4,60 + 0,07 a 3,79£0,34a
Controle 4,21+0,07a 3,81+0,24a 3,56 + 0,34a 4,19b+0,09a
Solventes 4,17 + 0,08 a 4,16 + 0,57 a 3,84+ 0,68 a 3,88+ 0,35a

Meédias e desvio padrdo seguidos da mesma letra na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n=20).
FH = fragao hexano; FC = fragao cloroférmio, FAcOEt = fragdo acetato de etila; FR = fragdo remanescente.

Tabela 3. Médias do indice de velocidade de germinagdo de cipselas de alface, observados nos ensaios de diferentes concentragoes das fragoes obtidas do extrato

etanolico da polpa de Euterpe edulis.

VG
Tratamento
FH FC FACOEt FR

0,1 mg 4,75a 50a 3,95a 4,25b
0,2 mg 4,75 a 50a 383a 3,75¢
0,4 mg 4,75a 4,75b 3,83a 3,50 ¢
0,8 mg 4,50 a 50a 3,70 a 3,50 ¢
Controle 50a 50a 4,50 a 4,75a
Solventes 50a 50a 425a 4,75a

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n=>5). FH = fra¢io hexano;
FC = fragao cloroférmio, FAcOEt = fragdo acetato de etila; FR = fragdo remanescente.

pois a inibicdo do crescimento foi proporcional em ambas
as estruturas na concentragio de 0,2 mg, no entanto na
concentra¢do de 0,4 mg foi observado maior sensibilidade
da radicula ao extrato

E importante salientar que a natureza quimica dos ale-
loquimicos é muito diversa e alguns s6 atuam em presenca
de outros, em combinagbes e propor¢des especificas, sendo
dificil distinguir e identificar os efeitos individuais, devido
a complexidade bioldgica do processo. (Pereira et al. 2008).

Assim pode-se explicar a maior atividade alelopatica apre-
sentada pela concentragio 0,2 mg.

A fragdo remanescente além de inibir o crescimento
das plantulas também modificou o indice de velocidade de
germinagao, todas as concentragdes foram estatisticamente
diferentes do controle. As alteragdes nos padrdes de germi-
na¢do podem resultar em efeitos sobre a permeabilidade
das membranas, transcri¢do e traducdo do DNA, funcio-
namento de mensageiros secundarios, na respira¢do com o
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Tabela 4. Teste de toxicidade para A. salina das fragoes obtidas do extrato etanélico da polpa de E. edulis.

Tratamento CL,, (ppm) Intervalo de confianga de 95% (ppm) Concentragao (ppm) Percentual de mortalidade (%)
10 0%
Fragao hexano > 1000 - 100 0%
1000 0%
10 0%
Fragao cloroférmio > 1000 - 100 0%
1000 0%
10 0%
Fragdo acetato de etila > 1000 - 100 0%
1000 0%
10 0%
Fragao remanescente > 1000 - 100 0%
1000 0%
10 0%
Sulfato de quinidina 50,12 35,8-70,16 100 80%
1000 100%

seqiiestro de oxigénio pelos fendis e formacao de enzimas
(Ferreira & Aquila 2000). A fracdo remanescente apresenta
compostos fendlicos, alguns compostos fendlicos podem
atuar como inibidores da germinagdo (Ducca & Zonetti
2008), justificando os resultados encontrados. As semen-
tes com IVG alterado levam mais tempo para germinar,
pois possuem maior dificuldade para alongar o sistema
radicular, uma vez que ficam mais tempo em contato com
os aleloquimicos (Hoffmann et al. 2007). Os resultados
evidenciam que a fracdo remanescente diminuiu a veloci-
dade de desdobramento e translocagdo dos componentes
nutritivos, conseqiientemente diminuindo a velocidade de
germinagio e o desenvolvimento das estruturas.

O ensaio de toxicidade frente aos nauplios de A. salina
¢ utilizado como método alternativo para a determinagio
da toxicidade, pois demonstra a sensibilidade da A. salina
a substéncias toxicas (Utyama et al. 2007). Os testes de
toxicidade sdo necessarios para avaliar a poluicao aqua-
tica, uma vez os testes fisico-quimicos nao sdo eficazes
para detectar os efeitos deletérios causados a biota, bem
como ndo detectam vdrias classes de compostos quimicos
poluentes (Barbieri 2004). Devido a sua ampla distribui¢ao
geografica e resisténcia ambiental, a Artemia sp é utilizada
para inimeros estudos de ecotoxicidade e na avaliagdo de
produtos como pesticidas, derivados do petroquimicos e
dispersantes, metais pesados, derivados carcinogénicos
e metabolitos de microorganismos desde a década de 50
(Bevilacqua et al. 2008). Em relagdo ao presente ensaio
foi verificado que as fragdes obtidas do extrato etanolico
apresentaram uma CL, superior a 1000 ppm indicando
que as fragcdes ndo sdo toxicas, também foi verificado 0%
de mortalidade nas concentrag¢des estudadas, confirmando
a nio toxicidade das fragdes.
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A aplicagdo indiscriminada de agrotdxicos afeta tanto a
saude humana quanto ecossistemas naturais. Os impactos na
saude podem atingir tanto os aplicadores dos produtos, os
membros da comunidade e os consumidores dos alimentos
contaminados com residuos (Soares et al. 2003). O desejo
crescente de substituir os insumos quimicos sintéticos nos
agroecossistemas por materiais produzidos naturalmente mo-
tiva pesquisas aplicadas a alelopatia, isto porque os beneficios
da pesquisa alelopética podem ser utilizados para melhorar
a sustentabilidade dos sistemas de produgio e a conservacio
da vegetagdo natural ou seminatural, pois representam uma
alternativa bioldgica com acéo especifica e menos prejudicial
ao meio ambiente (Tur ef al. 2010). Porém os produtos naturais
estdo sujeitos aos mesmos problemas toxicos dos pesticidas.
Assim pesquisas alelopaticas devem estar associadas a estu-
dos de ecotoxicidade e toxicidade para humanos, uma vez
que substincias desenvolvidas e utilizadas como agrotdxicos
podem causam danos ao meio ambiente e a saide humana.

Com base nos resultados e nas condi¢des em que foram re-
alizados os experimentos, conclui-se que a fragdo remanescente
do extrato da polpa de E. edulis demonstrou efeito alelopatico
sobre cipselas e plantulas de L. sativa, bem como auséncia de
toxicidade frente aos nauplios de A. salina. Mais estudos devem
ser conduzidos com espécies invasoras e com ensaios alelopa-
ticos de campo a fim de complementar a aplicaio da fragao
remanescente na pesquisa de novos modelos de herbicidas.
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